Identification of phospholipase activity of PRMT8 and its biological significance by 深水 昭吉 & Fukamizu Akiyoshi
アルギニンメチル化酵素PRMT8のホスホリパーゼ活
性の発見と生物学的意義の解明
著者 深水 昭吉
発行年 2013
その他のタイトル Identification of phospholipase activity of
PRMT8 and its biological significance
URL http://hdl.handle.net/2241/121147
 様式Ｃ－１９ 
 
科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25年 5月 27日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：タンパク質アルギニンメチル化酵素（PRMT）ファミリーのうち、
PRMT1は細胞内のアルギニンメチル化の 85％を担っている酵素であり、細胞質と核に存
在する。一方 PRMT8は、PRMT1と 83％の高いホモロジーを持ち、細胞膜に局在するが、
その基質と細胞機能は不明である。本研究では、細胞膜に存在する PRMT8がリン脂質を
基質とする酵素であるかを検討し、細胞機能の解明を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）：Among the family of protein arginine methyltransferases, 
PRMT1 accounts for over 85% of the total arginine methyltransferase activities in cells, 
and it is localized in the cytoplasm and nucleus. Although PRMT8 that has 83% amino 
acid homology to PRMT1, its biological significance and substrate remain unclear. In 
the present study, we tried to examine the enzymatic activity of PRMT8 and its 
cellular function. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のアルギニン残基のメチル化は、
S-adenosyl-L-methionine（SAM）をメチル基
供与体として、メチル化酵素（PRMT）が
アルギニン側鎖にメチル基を転移する反応
であり、多岐に渡る細胞機能を制御するこ
とが報告されている。PRMT8 は PRMT フ
ァミリーの中で N-末端のミリスチル化修
飾を介して唯一細胞膜に局在し、その発現
組織も脳・神経系に限局されるという特徴
を有する。しかしながら、in vivoにおける
PRMT8の標的基質をはじめ、その生物学的
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意義に関しては全く未解明である。 
 
申請者らは、GFP に融合させた PRMT8 を
神経前駆細胞である PC12 細胞に過剰発現
させ、神経成長因子 NGFによる形態変化を
観察した。興味深いことに、PRMT8を発現
している細胞では、神経細胞の分化過程に
おいて、突起進展が顕著に促進されること
を見出した。この突起の発達は、細胞面積
の大きな変化が求められており、細胞膜構
成成分の「量」・「質」の変化、すなわちリ
ン脂質の代謝機構が深く関与していると考
える。今回見出した PRMT8 による突起進
展の促進現象が、リン脂質の加水分解酵素
ホスホリパーゼ D（PLD）の過剰発現によ
る神経突起進展の様子に酷似していたこと
から、両者のアミノ酸配列を比較したとこ
ろ、驚いたことに PLD の触媒中心である
HKDモチーフが PRMT8にも存在すること
と、ホスホリパーゼ（PLase）活性を有して
いることを見出した（未発表）。神経細胞の
突起形成におけるリン脂質代謝の制御機構
については、これまでに未だほとんど解明
されていないのが現状であり、PRMT8の二
重酵素活性の解明がその分子基盤の理解に
つながると考えた。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、PRMTファミリーの一つ、膜
接合型 PRMT8 が、新規のリン脂質分解酵
素 PLase 活性を有していることを見出し
た。本研究では、中枢神経系に特異的に発
現する PRMT8 に関して、（1）新規 PLase
活性の生化学的意義の検証、（2）PRMT8
のもつ二重酵素活性の細胞生物学的意義の
検証、（3）これら活性の個体発生や高次中
枢機能に対する個体レベルでの機能の解析
を計画し、二重酵素活性（MTase・PLase）
の生物学的意義の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）PRMT8の新規 PLase活性の生化学
的検証 
(a) バキュロウイルス発現系による
PRMT8の PLase活性の検証: バキュロウ
イルス発現系で大量調製したPRMT8を免
疫沈降→イオン交換→ゲル濾過により精
製し、夾雑物を除去した系で再度 PLase
活性を検証する。 
 
(b) HKD モチーフ変異体の作製と酵素活
性の測定：PLase 活性に必須な HKD モチ
ーフに一箇所ずつ変異を導入し、上記の精
製法で調製した各 PRMT8 タンパク質の
PLase活性を測定することで、活性欠失変
異体の作製に必要な情報を得る。 
 
（2）PRMT8 がもつ二重酵素活性の細胞
生物学的意義の検証 
(a) NGF刺激依存的な細胞突起伸展におけ
るMTase・PLase活性の意義の検証：PC12
細胞における突起進展及び、細胞形態変化
を HCA-Visionソフトウェアで定量化する
とともに、HKD モチーフ変異型 PRMT8
を用いて突起伸展に対する PLase 活性の
意義を検証する。 
 
(b) 全身性 PRMT8 ノックアウトマウスの
作製：生体内における PRMT8の生理機能
を検証するため、マウス PRMT8遺伝子座
の 両 側 に loxP 配 列 を 挿 入 し た
loxP-PRMT8 マウスを“ The European 
Conditional Mouse Mutagenesis Program”よ
り入手する。また、受精卵にて発現する
Ayu-1プロモーターの制御下にて Cre組換
え酵素を発現する Tg マウス（Ayu-1-Cre 
TgM）を“Riken NBRC”より導入する。
これら 2 種のマウス系統を交配すること
により、マウスの発生過程を含む全生存期
間におけるPRMT8欠損マウスを作製する。 
 
(c) PRMT8 の中枢作用に対する役割の検
討：野生型マウスと PRMT8ターゲティン
グマウスに対して、水迷路試験、回避試験、
回転棒試験、騒音試験を行い、PRMT8 ノ
ックアウトの運動機能、記憶機能、感覚機
能、情動機能といった中枢機能への影響を
評価する。 
 
４．研究成果 
（1）新規 PLase 活性の生化学的意義の検
証 
PLaseファミリーである PLDは、ホスファ
チジルコリン（PC）を基質として、コリン
とホスファチジン酸を生成する。先ず、バ
キュロウイルスにおける PRMT8 の発現系
を確立した。その系を用い、PRMT8の精製
に成功した。培養細胞から発現誘導を行っ
た HA-PLD2 をコントロールとし、上記の
精製PRMT8を用いてPCを基質として反応
さ 、 そ の 生 成 物 を 質 量 分 析 計
（MALDI-QIT-TOF MS）で測定した。その
結果、 PRMT8 の反応産物において
HA-PLD2 ともに分子量 104.30 のピークが
認められ、コリン産生を証明できた。以上
のことから、PLD活性を有することが明ら
かとなった。 
 
（2）PRMT8のもつ二重酵素活性の細胞生
物学的意義の検証 
PRMT8依存的な PC12 細胞において、突起
長・分岐数等の神経突起に関する定量的な
評価を行うため、HCA-Vision ソフトウェ
アを用いて解析を行った。その結果、
PRMT8 は突起進展ともに、分岐を顕著に
促進することが明らかになった。さらに、
PRMT8 が有する SAM 結合ドメインの中、
121 番グリシン残基をアラニン残基に置換
し、また HKD モチーフのリジン残基をア
ルギニン残基に置換した二つの酵素活性を
欠損させた変異型と野生型をそれぞれ
PC12細胞にトランスフェクションした。そ
の後、NGF 刺激を加えて 24 時間観察した
結果、野生型のみで突起分岐が促進される
ことが明らかになり、両方のMTase・PLase
活性が必要であることが示唆された。 
 
（3）PRMT8のもつ二重酵素活性の個体発
生や高次中枢機能に対する個体レベルでの
機能の解析 
MTase 活性とPLase 活性の個体機能の解析
を行うため、全身性PRMT8ノックアウトマ
ウスのヘテロ欠損を作製した。この欠損マ
ウス同士を交配し、ホモ欠損マウスを作製
し、現在表現型を解析中である。 
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